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は じ め に
　近年話題となっているメタボロミクスは，細胞活
動の過程で生じる変動を代謝レベルで明らかにする
為の網羅的解析法である．本手法を用いることで疾
病によって特徴的に変動する代謝物を組織，細胞，
尿や血液から明らかにすることができる．疾病が引
き起こす細胞環境の変化に伴う代謝変動は，体液中
に含まれる組成に影響を及ぼし，これに伴って尿や
血液中に含まれている代謝物組成にも変化が生じ
る．したがって，病態における生体反応をメタボロ
ミクスによるプロファイリングから解析できれば，
発症メカニズムの解明や診断バイオマーカーの探索
が可能となる1）．また，医薬品開発においても，病
態における生体反応に対する薬物応答をメタボロミ
クスによって解析することで，メカニズムに基づい
た医薬品開発が可能となる．メタボロミクスで利用
する生体試料の分析方法には質量分析法と NMR 法
がある．このうち質量分析法は非常に高感度であり
微量の生体成分の解析に有効である．しかし，検出
できる代謝物はイオン性物質に限定され，また質量
で構造解析を行うため，同じ分子量をもつ代謝物や
未知の代謝物の解析は難しい．一方，NMR 法はイ
オン性化合物だけでなく非極性化合物を含むほぼす
べての低分子化合物が検出できることから非常に網
羅性が高い2-5)．マジックアングルスピニングを利
用して生体試料を抽出することなく固体のまま測定
すれば，不安定な代謝物や揮発性代謝物の解析もで
きる．さらに NMR のスペクトルは，規格化するこ
とで多変量解析等の統計解析によるプロファイリン
グが可能となる．特異的な変動を示したシグナルは
代謝物の NMR データベースを用いることで構造の
同定と定量ができる．
　われわれは NMR による尿と血液の直接測定方法
とスペクトルの解析法について検討を行い，高分子
の影響を除去した低分子代謝物の選択的測定方法と
NMR スペクトルデータの網羅的解析法を確立し
た．本稿では，医薬品の安全性評価と疾患解析への
NMR メタボロミクスの有用性を検討することを目
的として行った，アセトアミノフェン（APAP）に
よる肝障害モデルを用いた薬物肝障害に特徴的なバ
イオマーカーの探索6），およびアルツハイマー病の
モデルマウスを用いた疾患特異的に変動する代謝物
の探索について7），われわれの研究成果を紹介する．
薬物性肝障害の予測試験系への応用
　医薬品の開発・安全性研究において毒性試験ガイ
ドラインなどで示されているバイオマーカー的な指
標は，従来はヒトでの臨床試験で実施されていた検
査項目を利用したのがほとんどで，実際の動物試験
には難がある．しかし，近年のトキシコゲノミクス
研究の急速な進展により，遺伝子レベルから毒性発
現にいたるカスケード的な発現因子のプロファイリ
ングが可能となった8，9）．そして，薬物のスクリー
ニングにおける毒作用のエンドポイントとして，ヒ
トへの外挿が可能なバイオマーカー探索が積極的に
行われるようになった．毒性予測に有効なバイオ
マーカーは簡便な手法で解析可能であること，ある
特定の薬物固有の生体反応で出現するものではな
く，薬物による生体反応の結果としての毒性に直接
関係するものでなくてはならない．すなわち，薬物
が異なっても生体反応として現れる毒性に共通のバ
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イオマーカーを探索することが必要である．そこ
で，本研究では APAP による肝障害モデルラット
について尿と血清の NMR メタボロミクスを実施
し，肝障害に特徴的なバイオマーカーと毒性発現機
構について検討を行った．
　ラットに 0，100，500，800 mg/kg の APAP を強
制経口投与した後，24 時間で排泄される尿と 24 時
間後の血液を採取し，遠心分離した尿サンプルおよ
び血清について 600 MHzNMR で 1H NMR スペク
トルを測定した．同様の実験はフェノバルビタール
（PB）を 4 日間投与したラットに対しても行った．
スペクトルは多変量解析を行い，APAP の投与量
と相関するシグナルについて代謝物の同定と定量を
行った．代表的な尿のスペクトルを図 1 に，スペク
トルの解析結果を表 1 に示す．代謝物に対する
APAP の影響は 100 mg 投与群ではほとんど現れな
いのに対し，500 mg/kg 投与群では TCA 回路の成
分であるクエン酸，2-オキソグルタル酸，コハク酸，
フマル酸と馬尿酸，アラントイン，トリメチルアミ
ン N-オキシド（TMAO）の尿中濃度の低下がみら
れた．さらに 800 mg/kg 投与群では，クエン酸，
2-オキソグルタル酸，フマル酸，馬尿酸，TMAO
の尿中濃度が大きく低下した．同様の代謝変動は
PB 前処理群でも観測された．一方，血清では乳酸
とクレアチンが APAP 投与によって増加すること
が分かった．これらの結果より，肝障害が誘発され
ると TCA 回路を中心とするエネルギー代謝に変動
がみられることが示唆された．血清中の尿酸および
クレアチン濃度の増加は，APAP がミトコンドリ
アの機能障害を引き起こし，エネルギー産生能が低
下していることを示している．これらの代謝物の変
動は細胞障害のメカニズムに直接関係していること
から，肝障害のバイオマーカーとして有用であるこ
Fig. 1　Typical 1H NMR spectra of urine from rats treated with APAP
Table 1　Metabolic variables in urine after treatment 
with APAP
metabolite
（mM）
APAP（mg/kg）
0 100 500 800
glucose 2.61 2.02 1.53 1.50
lactate 0.24 0.24 0.26 0.22
citrate 20.4 19.8 12.5  8.3
2-oxoglutarate 10.1 8.74 5.58 3.47
succinate 0.74 0.72 0.66 0.41
fumarate 0.16 0.12 0.06 0.04
hippurate 11.9 10.5 8.20 5.30
allantoin 36.0 36.3 29.8 20.1
1-methyl nicotine 0.27 0.24 0.24 0.27
formate 0.62 0.57 0.51 0.38
TMAO 1.14 0.95 0.68 0.46
creatinine 7.15 7.15 7.00 6.35
urea  963  836  748  589
hippurate 
allantoin 
glucose
glucose
creatinine 
TMAO 
citrate 
2-oxoglutarate 
succinate 
N-acetyl of glycoproteins 
lactate 
Sugars and amino acid CH 
hippurate urea 
fumarate 
DMG 
acetate
Control
APAP 500mg
APAP 800mg
ppm
APAP metabolites
APAP metabolites
taurine
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とが示唆された．
　APAP は生体内で硫酸抱合やグルクロン酸抱合
を受けて排泄される10）．また，CYP によってキノ
ンイミン体へと酸化されると，グルタチオン抱合を
受けた後，メルカプツール酸へと変換されて排泄さ
れる11）．尿の 1H NMR スペクトルからはこれらの
代謝物およびAPAP未変化体の排泄が確認された． 
代表的な代謝物のスペクトルを図 2 に，代謝物の解
析結果を表 2 に示す．PB で前処理を行わない場合，
APAP100 mg/kg 投与群では硫酸抱合体が認めら
れ，500 mg/kg 投与群ではさらに，グルクロン酸
抱合体とメルカプツール酸抱合体，および APAP
未変化体が認められた．また，APAP を 800 mg/
kg に増やすと，グルクロン酸抱合体と APAP 未変
化体の濃度が大きく増加した．一方，PB によって
代謝酵素を活性化させると，APAP100 mg 投与群
から硫酸抱合体，グルクロン酸抱合体およびメルカ
プツール酸抱合体が認められた．APAP 未変化体
は，APAP500 mg/kg および 800 mg/kg 投与群で
認められたが，PB で前処理を行わない場合と比べ
て，尿中濃度が大きく低下した．この結果は，代謝
酵素を活性化させると APAP のキノンイミン体へ
の酸化が大きく亢進することを示している．キノン
イミン体はグルクロン酸抱合を受けた後，メルカプ
ツール酸となって排泄されることが予測される．し
かしながら，APAP を高用量投与してもメルカプ
ツール酸抱合体の増加は認められなかった．これは
グルクロン酸抱合の処理能力を超えた大量のキノン
イミン体が生成していることを示しており，毒性発現
にキノンイミン体が関係していることが示唆された．
Table 2　Analysis of APAP metabolites and unchanged APAP in urine dosed with 
APAP with or without PB pretreatment
metabolite
（mM））
APAP （mg/kg）
APAP （mg/kg）
phenobarbital pretreated rat
100 500 800 100 500 800
sulfate 22.9 39.6 33.1 23.1 43.7 40.4
glucronide 0 21.2 48.6 2.78 23.8 53.7
mercapturate 0 13.8 15.9 1.22 15.1 16.9
APAP 0 8.8 21.0 0 2.94 6.24
（unchanged）
Fig. 2　Aromatic regions of urine from rats treated with 800 mg/kg APAP
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ヒト由来細胞を用いた毒性予測試験系の開発
　医薬品の肝毒性評価には，従来，モデル動物を用
いた血中 ALT/AST 酵素活性測定や肝臓の組織病
理学的検査が行われてきた．しかし，これらの手法
は既に重篤な肝障害が起きた結果を評価するもので
あり，早期段階での毒性や毒性機構を予測すること
はできない．われわれは APAP による肝障害モデ
ルラットを用いた NMR メタボロミクスによって，
肝毒性に特徴的なバイオマーカーを明らかにするこ
とができた．しかし，種差や動物愛護の観点からヒ
ト由来細胞を用いた医薬品の毒性評価系の開発が望
まれる．ヒト由来細胞を用いた詳細な解析は，ヒト
への毒性機構を予測するためにも必要である．そこ
で，APAP をモデル薬物としてヒト肝癌由来細胞
株 HepG2 を用いたメタボローム解析を行い，毒性
評価および毒性機構の解明における本手法の有用性
について検討した．
　HepG2 細胞に APAP を添加（0，2.5 mM）して
72 時間培養後，Bligh & Dyer 法で代謝物の抽出を
行い，脂溶性画分，水溶性画分についてそれぞれ
1H NMRスペクトルを測定した．スペクトルは多変
量解析を行い，APAP によって特徴的に変動する
シグナルについて定性・定量を行った．スペクトル
の解析結果を図 3 に示す．HepG2 細胞では APAP
添加による毒性発現に寄与する代謝物として，脂質
類，ミオイノシトール，アラニン，グルタミン，お
よび酸化ストレスマーカーである酸化型グルタチオ
ン（GSSG）の増加と，グルコース，乳酸，セリン
の減少が認められた．これらの代謝変動の原因を明
らかにするため，APAP 添加の HepG2 細胞につい
て GSH/GSSG-Glo Assay を行ったところ，GSH/
GSSG 比の減少が確認された．また活性酸素の発生
を CellROX Green により直接確認できたことから
細胞は酸化ストレス状態にあることが分かった．さ
らに，Mit-ID によりミトコンドリアの膜電位の低
下が確認できた．以上の結果より，APAP 添加に
よって生じた代謝変動は，ミトコンドリア機能障害
を伴う酸化ストレスによる細胞毒性が原因であるこ
とが明らかとなった．APAP による酸化ストレス
障害はキノンイミン体への代謝活性化を伴うことが
報告されている12）．しかしながら，HepG2細胞では
CYP2E1/3A4のmRNAレベルは正常の肝細胞と比べ
て大きく低下していた．また，APAP を添加した
HepG2 細胞の抽出液と培養液からは APAP の酸化
体であるキノンイミン体とそのグルタチオン抱合体，
メルカプツール酸抱合体は検出されなかった（図4）．
これらの結果より，APAP による肝毒性はキノン
イミン体への代謝活性化を伴わない新たな酸化スト
レス障害機構も存在することが示唆された．
　以上，ヒト肝癌由来細胞株 HepG2 を用いたメタ
ボローム解析により，APAP によって特徴的に変
動する代謝物を明らかにすることができた．また，
APAP 添加の HepG2 細胞からはミトコンドリア障
Fig. 3　Metabolic alterations in HepG2 Cells after treatment with APAP 
（2.5 mM） for 72 hr
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害による酸化ストレスを確認できたことから，毒作
用のエンドポイントとして細胞レベルの代謝変動が
生じていることが示唆された．他の薬物についても
同様の代謝変動を検証する必要があるが，NMR メ
タボロミクスは医薬品開発における安全性評価に有
用な実験系であると考えられる．
アルツハイマー病モデルマウスの疾患特異的 
バイオマーカーの探索
　アルツハイマー病では細胞外に放出されたβ-ア
ミロイドが蓄積・沈着して老人斑を形成する．また
細胞外にあるβ-アミロイドは神経細胞に作用し，
タウ蛋白をリン酸化して神経原繊維変化と神経細胞
死を引き起こす．多くのアルツハイマー病治療薬の
開発研究が行われているが，現在の治療薬の殆どが
進行を抑制するに留まっており，早期に投与されな
いと本来の効果が発揮されない．アルツハイマー病
では早期病変として老人斑の沈着から始まり，神経
原繊維変化，神経脱落までは数十年を要する．ま
た，認知症の程度と神経原繊維変化を持った神経細
胞の出現頻度には相関がみられることから，早期の
段階では正確な診断が難しく，これまでに早期診断
に繋がる特異的バイオマーカーは見つかっていな
い．本研究では，NMR メタボロミクスを利用して，
アルツハイマー病モデルマウスの尿と血漿について
代謝物の網羅的解析を行い，疾患特異的に変動する
代謝物について検討を行った．
　変異型アミロイド前駆タンパク質（APP），変異
型タウタンパク質（Tau），およびその両者（APP/
Tau）を発現するトランスジェニックマウスを対象
とし，発症前の 4 か月，発症前期の 10 か月，発症
後期の 20 か月（APP/Tau は 15 か月）に採取した
尿および血漿の 1H NMR を測定した．スペクトル
を各週齢毎に判別分析（OPLS-DA）を行ったとこ
Fig. 4　HPLC proﬁle of APAP metabolites form cell extraction and culture medium
Fig. 5　OPLS-DA s-plot showing relative contribution of 
chemical shifts to clustering of 4 month Alzheimer’
s disease （APP/Tau） and control mice
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Table 3　Variation of the metabolites （integral of chemical shifts） accounting for urine 
from 4-, 10- and 15-month mice model of Alzheimer’s disease （APP/Tau）
Chemical shift Metabolites 4-month 10-month 15-month
1.90
2.46
2.66
2.70
2.86
3.42
4.22
5.34
5.78
6.58
6.70
6.74
7.18
7.82
8.10
8.94
Acetate
2-oxoglutarate
Citrate
Dimethylamine
Trimethylamine
Taurine
Threonine
Allantoin
Urea
trans-aconitate
3-hydroxykynurenine
Homogentisate
Tyrosine
Hippurate
Trigonelline
1-methylnicotinamide
↑＊＊
-
-
-
-
-
-
↑＊
-
↑＊
↑＊＊＊
↑＊＊＊
↑＊
↑＊＊＊
↓
-
-
-
-
-
↓
↓
-
-
↑
↑
-
-
-
↑
↓
-
↑
↓＊
↑＊＊＊
↓＊＊
↓＊＊
↑
↓＊＊
↑＊
↑＊
↓
-
-
-
-
↓＊＊＊
↓＊
＊p<0.05, ＊＊p<0.01, ＊＊＊p<0.001, compared to control as determined by Student’s t tests.
Fig. 6　Signiﬁcant changes in urinary metabolites throughout the progress of the 
Alzheimer’s disease
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ろ，どの週齢においてもスペクトルは疾患群と対照
群で大きく区別することができた．最も大きな変動
がみられた APP/Tau トランスジェニックマウスの
尿について 4 か月齢の OPLS-DA を図 5 に，特徴的
に変動がみられた代謝物の解析結果を表 3 に示す．
アルツハイマー病の進行とともに変動する代謝物は
発症前と発症後期で大きく異なり，発症前には酢
酸，アラントイン，トランスアコニット酸，3-ヒド
ロキシキヌレニン，ホモゲンチジン酸，馬尿酸の増
加とトリゴネリンの低下がみられた．また，発症後
期には 2- オキソグルタル酸，ジメチルアミン，ト
リエチルアミン，トリゴネリンの低下とクエン酸の
増加が確認された．この結果より，アルツハイマー
病による代謝変動は発症前から現れていることが明
らかとなった．なお，脳神経系の活性化に関係して
いるトリゴネリンは後期で大きく低下したが，発症
前から連続して低値を示した．トリゴネリンは早期
診断から発症後期まで利用できる脳神経障害のバイ
オマーカーとして期待される．一方，発症後期に増
加した 2- オキソグルタル酸やクエン酸はエネル
ギー代謝に関係していることから，病態の進行に伴
う身体機能の低下が代謝変動として後期に現れてい
ることが考えられた．
　アルツハイマー病では，生体は酸化ストレス状態
にあることが報告されている13）．発症前に増加した
3-ヒドロキシキヌレニン14）とホモゲンチジン酸15）は
トリプトファンおよびフェニルアラニンの代謝物で
あり，どちらも活性酸素発生能を有する．また，ア
ラントイン16）は尿酸が活性酸素によって酸化される
ことで容易に生成する（図 6）．これらの代謝物は
発症前（4 か月）のマウス尿中に特徴的に増加した．
この結果は，アミノ酸の代謝異常を伴う酸化ストレ
スがアルツハイマー病の発症に関係していることを
示唆するものであり，これらの代謝物は早期診断に
有用なバイオマーカーとして期待される．
ま と め
　メタボロミクスでは細胞組織および尿や血漿中に
含まれる化合物を網羅的に検出しプロファイリング
を行うことで，病態における表現形質の発現に直結
する生体内代謝物の変動を特定することができる．
われわれは NMR を測定手法としたメタボロミクス
を用いて，薬物肝障害とアルツハイマー病に特徴的
に変動する代謝物について検討を行った．その結
果，APAP による薬物肝障害のモデルラットから，
エネルギー代謝に関連する代謝物の尿中変動を特定
することができた．また，肝細胞を用いた NMR メ
タボロミクスから，APAP はミトコンドリア機能
障害による酸化ストレスを引き起こすことが分かっ
た．今後，他の薬物の毒性についても NMR メタボ
ロミクスで明らかにする必要があるが，APAP に
よって変動する代謝物は，薬物の毒性評価に共通の
バイオマーカーとなる可能性が示された．一方，ア
ルツハイマー病のモデルラットからは脳神経障害や
身体機能の低下に関係する代謝物に加えて，発症前
から大きく変動する代謝物を明らかにすることがで
きた．アミロイドの蓄積から病態の発症までの期間
に酸化ストレスに関係する代謝変動が特定できたこ
とは，病態の発症機構の解明に繋がるとともに，早
期診断にこれらの代謝物のモニタリングが有用であ
ることを示すことができた．NMR メタボロミクス
は，将来的に NMR の分解能や感度が向上すればよ
り詳細な解析が可能となる．一次元測定だけでな
く，二次元 NMR スペクトルをメタボロミクスに利
用できれば，未知の代謝物についても有用な情報が
得られる．今後の展開が期待される．
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